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子宮 頸 癌 患者 と 健常 人 血清 中 の 単純 ヘル ベス ウイ ルス 
抗体 の ELISA 法 に よる 質 体 価 測定 、 直 接 法 
及び 間接 法 の 比較 に つい て 
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indirect ELISA titers 
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Abstract: Sera from uterine cervical cancer patients (CaCx patients), healthy control 
and other cancer patients were examined for their IgG and IgM antibody titers against 
Herpes simplex virus type—1 (HSV—1) and type—2 (HSV-—2) early antigens (EA) by 
using antibody capture direct enzyme 一 Hnked immunosorbent assay (direct— ELISA). 
IgM and IgG antibody titer distribution against HSV—2 EA were compared among 
CaCx patients, healthy control and other cancer patients. Significant difference in their 
IgM antibody titer distribution against HSV—2 EA at 2% significance level was observ- 
ed between CaCx patients and healthy control and also between CaCx patients and 
other cancer patients. Percentage of the specimens with IgM titers exceeding the upper 
limit of healthy controls (13ELISA titer) was 6% for CaCx patients but 0% for other 
cancer patients. In contrast, difference was not observed in IgM titers against HSV —1 
EA and in IgG titers against HSV—1 EA and —2 EA between CaCx patients and 
healthy control. However, percentage of the specimens with HSV —1 EA IgM titers ex- 
ceeding the upper limit of healthy controls (11 ELISA titer) was 696 for CaCx patients, 
1.9% for other cancer patients. 

IgM and IgG antibody titers against HSV—2 EA measured by direct and jn 一 
direct ELISA methods were compared among CaCx patients, healthy control and other 
cancer patients. Correlation between direct and indirect ELISA titers was not observed 
in those three groups. There were 29 (14.8%) CaCx patients with titer exceeding the 
upper limit of healthy control measured by either direct 一 or indirect C IgM ELISA. Five 
CaCx patients showed titers exceeding the upper limit of healthy control by both direct 


and indirect ELISA, and 4 of them were found in stage 0 of cervical cancer. However, even 
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低い 有意 差 で も っ た . HSV—1 に 対す る IgG 抗体 
価 に 関し て は 何れ の 組み 合わ せ を みて も 差 は 無かっ 
だ 

BH ELISA 抗体 価 の 幾何 平均 値 と 上 限 : 
Table 3 3 は それ ぞ れ の グル ー プ の 抗体 価 の 幾何 平均 
値 (GMT) ER, 及び 部 患者 の うち で 健常 人 の 抗 
休 価 上 限 を 超え る 値 を 示す 者 の 数 と % を 示し て い 
る . 健常 人 の HSV-1 初期 抗原 に 対す る IgM ft 
体 価 の 上 限 は 11 で あっ た が , 子宮 頸 韻 患 者 に は それ 
以上 を 示す も の が 12 名 (6 %), EO HOMES Cit, 
1 名 (1.996) 存在 し た . IgG HAM CATER 
患者 の 2 名 (19%) が 他 の グル ー プ の 上 限 以 上 を 示 
し た . 同様 に , HSV 一 2 初期 抗原 に 関し て も 健常 
人 の IgM 抗体 価 の 上 限 は 13 で 子宮 頸 癌 患者 に は そ 
れ 以 上 を 示す も の が 12 名 (6%) 存在 し た が , その 
他 の 癌 患者 に は 認め られ な か っ た . また 閣 患 者 の 中 


Table 3. 
Immuno Assay Specimens 
globulin antigen Category 
healthy 
]-EA CaCx pt. 
other ca.pt. 
IgM SS ee 
healthy 
2-EA CaCx pt. 
other ca.pt. 
B healthy 
1-EA CaCx pt. 
other ca. pt. 
IgG 
healthy 
2-EA CaCx pt. 


Geometrical mean titer (GMT) and upper limit of direct ELISA titers 


Total 


number 


other ca.pt. 


T, HSV—2 初期 抗原 に 対す る IgG 抗体 価 が 健常 
人 の 上 限 を 越え る 者 は 認め られ な か っ た . 

健常 人 の 上 限 以上 を 示す 例 で の 直接 及び 間接 
ELISA 抗体 価 の 相関 HSV—2 の 初期 抗原 に 対 
する IgM 抗体 価 は 直接 及び 間接 ELISA 法 共に 
子宮 頸 韻 患 者 と 健常 人 の 間 に 有 意 差 を 認め た の で , 
子宮 頸 瘍 患者 の うち どちら か 一 方 健常 人 の 上 限 以上 
を 示す 者 (29 名 /196 名 ) に つい て 相関 を 調べ , Fig. 
1 に 示し た . 直接 ELISA 法 で 13 以 上 を 示し か つ 
間接 ELISA 法 で も 360 以 上 を 示す 例 が 5 例 , 直接 
ELISA 法 で 13 以 上 を 示す が 間接 ELISA 法 で は 
360 以 下 を 示す 例 が 7 A, 逆 に 間接 ELISA 法 で は 
360 以 上 を 示す が 直接 ELISA 法 で は 13 以 下 を 示す 
例 が 17 例 認め られ た . 進行 期 別に 見 る と OOS 
4, 6 例 中 4 例 は 直接 及び 間接 ELISA 抗体 価 共 
に 健常 人 の 上 限 以 上 を 示し て いた . 


ELISA 


Over healthy limit 


Upper 
GMT limit Number 25 
165 5.10 11 
200 9.71 413 12 6 
54 5.15 13 1 1.9 
165 5.10 13 
200 9.50 255 12 6 
54 5.15 13 0 
165 15.64 120 
200 14.80 160 2 1 
54 15.15 120 0 
165 12.82 160 
200 15.92 160 0 


et al.,1976) を 用 いた . (BL, coating buffer と 
LTO. 05M XE E pe B (e e, 抗原 及び 抗体 の 希 
釈 液 と し て は PBS—T(0.05% Tween 20 £0.02 
% NaN, を 含む PBS) を 用 い , 発色 は 0.5mg/ml 
の o—phenylenediamine と 0.02% の H,O, を 含む 
0.05 M クエ ン 酸 リン 酸 緩 衝 液 で 行っ た . ELISA 
抗体 価 は , 階段 希釈 し た 陽性 標準 血清 の 発色 と 検体 
の 発色 反応 を 比較 し 計算 し た (lgarashi et al. , 1981; 
Morita et al., 1982). 

統計 処理 法 : STAX の プロ グラ ム を 用 いて マイ ク 
ロコ ンピュータ ー 処 理 を 行っ た . 


結 R 
直接 ELISA と 間接 ELISA 法 に よる 各 抗 体 
_ 価 間 の 相関 性 : HSV 一 2 初期 抗原 に 対し て 2 種類 
の ELISA 法 で 測定 され た IgG また は IgM 抗体 
に 於 て , TEREA, BRA, その 他 の 冶 患 者 に 
つい て 各 人 の 抗体 価 間 の 相関 係数 / り を も と め 
Table 1 に 示し た . IgG 抗体 に 於 て , FREE 
者 で は 0.295, 健常 人 で は 0.110, その 他 の 癌 患者 で 


159 


は 0.172 と 低い 値 を 示し , 相関 は 認め られ な か っ た . 
同様 に IgM 抗体 で も , 子宮 頸 韻 思 者 で は 0.267, 

健常 人 で は 一 0.031, その 他 の 癌 患者 で は 一 0.062 と 
低い 値 を 示し , 直接 ELISA 抗体 価 と 間接 ELISA 
抗体 価 間 に 相関 は 認め られ な か っ た . 

直接 ELISA 抗体 価 で の 有意 差 検定 : 次 いで 
HSV—1 及び HSV—2 初期 抗原 に 対す る IgM K 
び IgG 直接 ELISA 抗体 価 の 有意 差 検定 を 各 グ 
ルー プ 間 の 組み 合わ せ に つい て 行い Tabl 2 に ま 
と め た . 子宮 頸 癌 患者 と 健常 人 の 間 に は HSV—2 
初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 に 危険 率 2 % で 有意 
差 を みとめ , TEREE L TOPOREM 
も 同様 に HSV 一 2 初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 
に 危険 率 2 % で 有意 差 を みとめ た . それ に 反し て そ 
の 他 の 瓶 患 者 と 健常 人 の 間 に は 全く 差 は 認め られ な 
か っ た . また , HSV—2 初期 抗原 に 対す る IgG Wü 
体 価 で も 有意 差 は 認め られ な か っ た . HSV-1 に 
対す る 抗体 価 で は IgM 抗体 価 に 子宮 頸 瘍 患者 と 健 
常人 , 子宮 頸 癌 患者 と その 他 の 癌 患者 間 に 人 危険 率 10 
% で 有意 差 を 認め られ た が HSV—-2 と 比較 する と 


Table 1. Correlation Coefficient(r) between direct and inditect ELISA 
titers against HSV-2 early antigens 


X-axis Y-axis | r-value 
Immuno ELISA Immuno ELISA healthy other 
globulin method globulin method CaCx pt. | control ca. pt. 
IgM direct IgM indirect . 267 5031 — .062 
IgG direct IgG indirect . 295 .110 .172 


Table 2. Statistical significance level of direct ELISA titers between CaCx patients, 
other cancer patients and healthy controls 


Assay Immuno CaCx patients and other ca. pt. 
m | , Ei a health 
antigen globulin bud other ca.pt. and Xena 
" IgM 5—10% 5— 102; 70—80% 
]- 
IgG 10% >90% 80—90% 
Pn IgM 1—2% 1— 225 80— 9025 
2- | 
IgG 10— 20% 20—30% 80— 9095 
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among those with high level of IgM ELISA titers, correlation. between direct and in- 


direct ELISA titers was not observed. These results suggested that antibodies 


measured by direct and indirect ELISA were raised against different kinds of early an- 


tigens. For the practical use, indirect ELISA method was superior to direct method 


because of the level of the antibody titers, frequency of detecting positives among in 


CaCx patients and more easy preparation of the antigens. 


Key Words: Herpes simplex virus, ELISA, uterine cervical cancer 


緒 
単純 ヘル ペ ベス ウイ ルス 2 型 (HSV—-2) と 子宮 頸 
癌 と の 関連 が 注目 され だ し た の は 1960 年 代 後半 に な 
され た 血清 疫学 的 調査 (Naib et al., 1966; Rawls 
et al., 1969; Nahmias @ al., 1970; Adam ef al., 
1972) に 端 を 発する が , 現在 で も 子宮 頸 瘍 と 
HSV- 2 と の 関連 に つい て 未だ 明確 な 結論 を 得 て 
いな い . HSV 遺伝 子 は 細胞 拘 化 の きっ か け と は な 
る が それ 以上 の 癒 化 過 程 に は 必要 で 無く , 冶 細 胞 が 
癌 細胞 と し て の 性 質 を 維持 する の に , ウイ ルス 遺伝 
子 は 働い て いな いと する , “ヒッ ト エ ンド ラン 方 
式 に よる 細胞 の 韻 化 過程 の 仮説 (Galloway and 
McDougall, 1983) が 発表 され , 現在 HSV 遺伝 子 
は と の よう な 遺伝 子 で は な いか と 考え られ て いる . 
著者 ら は 1 型 ヘ ル ペ スウ イル ス (HSV-1) 及び 
HSV 一 2 感染 HEp—2 細胞 核 か ら 調 製 し た 初期 抗 
原 (EA) を ペル オキ シダ ー ゼ (HRPO) で 標識 し た 
直接 ELISA 法 (Maeda et al, 1986), 及び ウエ 
スタ ン ブ ロ ッ ト 法 解析 に より 得 ら れ た 子宮 頸 韻 患 者 
に 特徴 的 に 反応 する ポリ ペプチド を 含む 初期 抗原 を 
調製 し , これ を 抗原 と する 間接 ELISA 法 に より 
子宮 頸 冶 患 者 , 健常 人 , 及び その 他 の 癌 患者 の 
IgM と IgG 抗体 価 の 測定 (Maeda, 1986) を 行 な 
v, 2 型 初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 に 於 て 子宮 
頸 癌 患者 と 健常 人 , 及び 子宮 頸 癌 思 者 と その 他 の 環 
患者 と の 間 に , 危険 率 1 % で 有意 差 を 認め た . し か 
し , この 両方 法 の 比較 を 行っ て お ら ず , 更に 直接 法 
で 得 ら れ た 結果 の 統計 処理 が 不 征 分 で あっ た の で , 
今回 は 直接 ELISA 法 の 統計 学 釣 処理 と , HSV—2 
初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 に つい て , 直接 
ELISA 法 及び 間接 ELISA 法 を 比較 し , 若干 の 考 
察 を 加え た . 


Dili 
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材料 と 方 法 
ウイ ルス : HSV—1 (HF ER), HSV—2 (Savage fk) 
を 用 い , 感染 価 は プラ ー ク 法 で 測定 し た . 
細胞 : Vero 細胞 を ウイ ルス の 増殖 と 感染 価 測定 に , 
HEp—2 細胞 を 初期 抗原 作製 に 用 いた . 両 細胞 と 
も 37C で 10% 胎 児 ウ シ 血 清 (FCS) を 含む Eagle 
液 で 培養 し た . 
被 検 血 清 : 子宮 頸 癌 患者 は 直接 ELISA 法 で は 200 
名 , 間接 ELISA 法 で は 新た に 4 名 を 加え た 204 名 , 
健常 人 は 直接 ELISA 法 で は 165 名 , 間接 ELISA 
法 で は 新た に 2 名 を 加え た 167 名 , その 他 の 癌 患者 は 
画 方 法 と も に 54 名 か ら の 血清 を 用 いた . m, SHE 
癌 進行 期 分 類 は 国際 臨床 進行 期 分 類 (FIGO ) に 従 
い 行 っ た . 
初期 抗原 の 作製 : 直接 ELISA 法 で は , HEp—2 
細胞 に HSV—-1 また は HSV-2 を 感染 多重 度 
(moi) 5 で 感染 させ , 37 で , 1 時 間 吸 着 後 
Ara—C(20ug/ml) を 含む 維持 液 (2 %FCS を 含む 
Eagle 液 ) を 加え , 感染 後 6 一 7 時 間 の 細胞 を 集 
D, その 核 分 画 を 超 音 波 破砕 後 8,.000X g, 10 分 間 
遠心 し , 50% 飽 和 硫 安 で 沈 開 する 分 画 を PBS で 
Witt HRPO で 標識 し た (Wilson & Nakane, 
1978). 間接 ELISA 法 で は , HEp 一 2 細胞 に 
HSV—2 を moi 20 で 感染 させ , 37C, 1 時 間 吸 
waite Ara—C(20ug/ml) を 含む 同様 の 維持 液 を 加え , 
感染 後 12 時 間 の 細胞 を 集め , その 核 分 画 を 超 音 波 破 
BRÉR100,000xg, 1 時 間 遠 心 し た 上 清 を 採取 し , 
20% 飽 和 硫 安 で 不溶 性 の も の を 除い た 後 , 309% 飽 和 
令 安 で 沈 肖 す る 分 画 を 初期 抗原 と し た . 
ELISA 法 : 直 接 ELISA 法 は , van Loon 等 
(1981, 1983) の 抗体 捕獲 直接 ELISA 法 に 人 準じ て 
行っ た . 間接 ELISA 法 は 微量 間接 法 (Voller 
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Fig. 1. Comparison of direct and indirect IgM —ELISA titers against HSV—2 
EA in CaCx patients with exceeding the upper limit of healthy control. 


Q stage 0 © ; stage I 


考 5 

直接 及び 間接 ELISA 法 に より 得 ら れ た 抗体 価 
間 の 相関 を 求め た 結果 Table 1 に 示し た よう に 両 
方 法 間 に は , TERREA, 健常 人 及び その 他 の 冶 
患者 何れ に も 相関 は 認め られ な か っ た . X, Fig. 
1 に 見 られ る よう に , 何れ か 一 方 に の み 高 い 抗体 価 
を 示す 例 が 29 名 中 24 名 (82.75%) も 認め られ る こ 
と より , 直接 ELISA 法 及 び 間 接 ELISA 法 で 用 
いた 抗原 は , その 抗原 性 に 違い が 有る 事 が 示唆 され 
た . これ は 初期 抗原 を 調製 する に 際 し て , 感染 細胞 
を harvest し た 時 間 が 直接 法 で は 感染 後 6 時 間 な 
の に 対し , 間接 法 で は 12 時 間 と 異な る た め 細 胞 内 に 
蓄積 され た 蛋白 が 異な っ て いる 可能 性 が あり , し か 
も 遠心 及び 飽和 硫 安 濃度 等 の 条件 が 両者 で は 異 る た 
め 得 られ た 邊 白 の 性 質 を 異 に する 事 に 起因 する と 考 
えら れる . 更に , 抗原 を HRPO で 標識 する 際 に 


© ; stage II 


重 白 の 変性 が お こっ た 可能 性 も 充分 に 考え られ る . 

直接 ELISA 法 で も (Table 2 及び Table 3), 
子宮 頸 瘍 患者 の HSV 一 2 初期 抗原 に 対す る IgM 
抗体 反応 は , 健常 人 及び その 他 の 冶 患 者 の それ と 比 
較 す る と 危険 率 2% で 有意 の 差 を 示し た . し か し , 
直接 お よび 間接 法 の 有用 性 を HSV—-2 に 対す る 
IgM 一 ELISA 抗体 価 で 比較 する と 間接 法 が より 高 
感度 で あっ た . その 理由 は 直接 法 で は 健常 人 の 上 限 
が 13 で , 上 限 値 を 越え た 子宮 頸 韻 患者 数 は 12 名 (6 
%) 認め られ た の に 対し , 間接 法 で は 健常 人 の 上 限 
が 360 で , 上 限 値 を 越え た 子宮 鍵 癌 思 者 は 22 名 (10.8 
%) と 直接 法 の 結果 を 上 回 る 為 で も る . また 抗原 作 
製 の 難易 度 に 関し て も 直接 法 で は 抗原 を HRPO で 
標識 する 必要 が 有り , 実用 面 に 於 て 間接 法 が より 優 
れ て いる と 考え られ る . また , 用 いた 方 法 及 び 抗 原 
が 異な っ て も 同じ よう な 結果 を 得 た 事 に より , 
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HSV—2 ix, 子宮 頸 部 細胞 の 癌 化 に 何ら か 関与 し 
て いる 可能 性 が 示唆 され る . ELISA 抗体 価 の 高い 
症例 に つい て は , 現在 の 遺伝 子 工学 の 技術 を 用 いて 
癌 組織 より HSV 由来 の 遺伝 子 を 検出 する 試み も 
必要 で ある と 考え られ る . H, 最近 子宮 頸 韻 組 織 に 
パピ ロー マウ イル ス (HPV) 16%, 18 型 の DNA 
が 高 頻度 で 検出 され て いる (川名 , fü. 1985). 単 
に 子宮 吾 癌 組織 に これ ら の ウイ ルス が 感 委 し や すい 
だ け か , 或 は 子宮 頸 癌 の 発生 に 直接 関与 し て いる の 
か , 未だ 明確 な 報告 は な い . HPV 感染 に より 子宮 
頸 部 に 良性 腫瘍 が 形成 され る 事 が 知ら れ て お り , € 
の 良性 腫瘍 は 治療 目的 の 叉 線 照射 に より 趣 性 化す る 
事 が 報告 され て いる (zur 1982). 
HSV—2 感染 が X 線 と 同様 に cofactor と な り , R 
性 腫瘍 の 悪性 化 を 引き 起こ す 可 能 性 も 考え られ る . 
HSV に よる 発癌 の 機構 を 考え る 際 に は , HSV E 
染 時 に 細胞 内 で 合成 され た 和 任 白 質 が 細胞 DNA や 
RNA 合成 に 対し て 及ぼ す 影 響 ウイ ルス DNA 
が 細胞 DNA に 直接 及ぼ す 影 響 , 及び その 他 の ツウ 
イル ス と の 相互 作用 な ど , 様々 な 因子 を 考慮 する 事 
か が 必要 と 考え られ る . 
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結 論 
直接 ELISA 法 を 用 いて , HSV 一 1, HSV 2 初 
期 抗原 に 対す る IgG 及び IgM 抗体 価 を 測定 し , 
子宮 頸 冶 患者 , 健常 人 及び その 他 の 部 加 者 間 に 差 が 
有る か 耕 か を 検討 し た . HSV— 2 初期 抗原 に 対す 
る IgM 抗体 価 で は , 子宮 頸 郊 思 者 と 健常 人 , Tu 


頸 瘍 患者 と その 他 の 導 患 者 と の 間 に 危 険 率 2 % で 有 
意 差 を 認め た . 健常 人 の IgM 抗体 価 上 限 で ある 13 
以上 の 値 を 示 し た 例 が 子宮 頸 瘍 患者 で 12 名 (6 %) 
存在 し た が , その 他 の 閣 思 者 に は 存在 し な か っ た . 
一 方 , HSV-1 初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 , 
及び HSV-1, HSV-2 初期 抗原 に 対す る IgG 
抗 休 価 に は 有意 差 は 認め 得 な か っ た . (BL, 健常 人 
の HSV-1 初期 抗原 に 対す る IgM 抗体 価 上 限 で 
ある 11 以 上 を 示 し た 例 が 子宮 頸 瘍 恵 者 で 12 名 (6 
96), その 他 の 閣 患 者 で 1 (1.9%) 存在 し た . 

直接 ELISA 法 と 間接 ELISA 法 で 得 た 
HSV-—2 初期 抗原 に 対す る IgM 及び IgG 抗体 価 
の 相関 を 検討 し た . IgM, IgG 抗体 価 と も に 直接 
法 及び 間接 法 で 得 ら れ た 値 の 相関 は 子宮 頸 癌 患者 , 
健常 人 , その 他 の 癌 患者 いずれ に も 認め られ な か っ 
た . 子宮 頸 癌 患者 中 , IgM 抗体 価 に 於 て 直接 また 
は 間接 法 い ずれ か 一 方 で 健常 人 の 上 限 以 上 を 示し た 
例 が 29 名 (14.896) 存在 し た . 共に 上 限 以上 を 示す 
も の が 5 名 存在 し その 4 名 は 0 期 の 交 患 者 で , 一 方 
の み 上 限 以 上 を 示す 者 は 24 名 存在 し た . 抗体 価 の 高 
い 例 に お いて も 直接 法 に よる 抗体 価 と 間接 法 に よる 
抗体 価 の 間 に 相 関 は 認め られ な か っ た . これ ら の 事 
より 直接 法 と 間接 法 で は 異な る 抗原 に 対す る 抗体 を 
測定 し て いた と 考え られ る . 血清 中 の 抗体 価 , 子宮 
頸 瘍 患者 中 の 陽性 検出 頻度 。 及び 抗原 調製 の 容易 さ 
の 点 で 考え る と 実用 性 に 於 て 間接 ELISA 法 が 優 
れ て いる と いえ る . 
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稿 を 終わ る に あたり , 終始 ご 懇切 な る ご 指導 と ご 校 開 を 賜り まし た 当 部 門 五 十 履 章 教授 に 
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